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ABSTRACTED-PUB-NO: RO 105360A i 
BASIC-ABSTRACT: 

Sterile human thrombin for clinical use is prepd. by putting at pH 5-5 .2 a supernatant obtd during sepn of fibrinogen 
alcoholic pptn., at 4-6 degC in 24 hrs. The ppte. is sepd and activated by a 0.005M CaC12 soln. at pH: 6.8-7.0 and by 
sterile human thrombine derived from a previous prepn. at 37 degC for 45 mins. The mixt is maintained at 20 degC f 
1 1/2-21/2 hrs. The ppt is filtered frozen, and lyophilised at -30 degC. This clinical quality thrombin is applied for 
treatment of haemorrhagic cases. 
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m Pracedeo de obfinere a trombinei umane sterile pentru nz clinic 



(87) Rezumat 

Inventia sc refer! fa un procedeu de obtinere 
a trombinei umane sterile pentru uz clinic ce 
conttS in precipitates acktt la P H » 5...5,2 a 
•upernatantukii objinut dc la separarea prin pre- 
dpitarc alcooUcS a fibrinogenului, la tempera tura 
de 4_.8°C, timp de 24 b, separarea predpitatului 
V activarea acestuia cu CaCfc solute de con- 
centrate S.lO'fcla pH - d,a„7 |i trombinS 
umanS steritt dtntr-o serie anterioarS la tempo 



ratura de 37°C timp de 45 mm |1 mentfnerea lb 
30 min ...2b 30 min la 20»C urmatS de fiolarea 
precipiutului, congelarea la -30°C si Hofitizarea 



Se objine tatr-un timp rctaoV scurt o tronv 
binS umani corespunzStoare din punct de vedere 
clinic utilizatl In terapia de urgentf • sindroa- 
melorbemoragice. 
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Prezenta invenjie sc refcra la un 
piocedeu de obpnere a trombinei umane 
sterile pentru itz clinic, aplicabil in la- 
boratonil de preparare a produselor 
derivate din singe. 5 

Pentru obpnerea trombinei se cu- 
noagte un procedeu ce consta In pre- 
tipitarea factorilor de coagulate din plas- 
ma umana integrals diluata 1 : 9 tn ap5 
distilata, lapH = 5...5,2 asigurat cu o 10 
solujie de acid acetic glacial, urmata de 
activarea acestoxa tn prezen Ja ionilor de 
caldu la pK = 6,4.„7 la temperatura 
caxnerei timp de 24 h ji to final formarea 
protombinazei prin menjinerea la 4°C 15 
timp de 24 h, enzima care transform! 
protrombina to trombina. 

De asemenea, este cunoecut un pro- 
cedeu de objinere a trombinei umane 
din plasma prin precipitare acida, dizol- 20 
vare to solute de NaCl 0,9% la tempe- 
ratura de 23...30°Q activare cu CaCl2 ji 
trombolrfnaza, todepartarea fibrinei §i 
precipitarea cu acetona urmati de o 
purificare a trombinei umane brute astf el 25 
obginute. 

Procedeele descrise prezinta urma 
toarele dezavantaje: 

- duratS mare pentm objinerea trom 
binei umane sterile de uz clinic; 30 

- activarea prelungita, neunifonna pe 
toati taija necontiolabili face sa se 
objina mai multe serU de trombina cu 
activitate coagulanta total diferiti. 

Scopul invenjiei este elaborarea unui 35 
procedeu care sa permita objinerea unei 
trombine umane corespunzatoare din 
punct de vedere clinic. 

Problema pe care o rezotva invenjia 
consta in stabilirea etapelor §i condifii- 40 
lor de procedeu corespunzatoare scopu- 
lui propus. 

ftroedeul, conform tovenjiei, de obji- 
nere a trombinei umane sterile de uz 
clinic, consta In aceea ca 500 parti 45 
supernatant objinut de la separarea prin 
precipitate alcoolicfi a fibrinogenului se 
dilueazS 1 : 9 In ap5 distilata steriia, se 
precipiti cu 105 parji solute apoasa de 
acid acetic 7%* lapH = 5,3 gi sTlasa 50 
in repaus 24 h la temperatura de 4..,8°Q 
se filtreazi sub vid, se centrifugbeaza, 



dupa care peste precipitat se adauga 100 
Pfirji solutie apoasa CaCfe 5.10~Ttf, se 
aduce la/>H = 6,8*.,7 gi se activeaza cu 
trombina umana steriia dintr-o serie 
anterior preparatS, la temperatura de 
37°C timp de 45 min, se menpne la 20°C 
timp de Ih 30 min...2h 30 min, dupa care 
se fioleaza, se congeleaza la 30°C si 
se liofilizeaza, parole fiind exprimate in 
volume 

Se dl tn continuare un exemplu de 
realizare a invenjiei: 

Materia prima, supernatantul objinut 
de la separarea prin precipitare alcoolica 
a fibrinogenului din 16 1 pla sma umana 
integrala, se repartizeaza to esantioane 
de 500 ml, se dilueaza to 4000 ml apa 
distilata steriia, reznltind 32 vase a 4500 
ml supernatant diluat 1 : 9, se corecteaza 
pe fiecare vas />H- ul la 5,3 cu aproxi mativ 
105 ml solu{ie apoasa acid acetic de 
concentrate 7%*, la temperatura de 4... 
8°C timp de 24 h ji se indeparteaza 
supernatantul cu ajutorul trompei de vid 
In acest scop se introduce tn vas o jeava 
de sticia (un soib) todoit la capatul 
inferior 3~4 an, astfid ca gaura de aspirare 
a acestuia s* fie deasupra predpitatului. 

In acest fel, pe de o p*ie fie face 
todepartarea supernatantului fiii a an- 
trena precipitatul, iar pe de alta parte se 
controleazi riguros cantitatea de preci- 
pitat ce trebuie sa ramina to vas. 

Pentm a impiedica spumarea abun - 
denta a supernatantului to timpul aspi- 
rarii, la trompa de vid se adapteazi un 
rezervor picurator cu alcool etilic Pre- 
cipitatul din dou3 vase se colecteaza to 
c5te un flacon de 500 ml, rezultind 16 
flacoane, se centrifugbeaza flacoanele la 
1500 rot/min timp de 40 min, la tempe- 
ratura de 4°C §i se Indeparteaza super- 
natantul prin aspirarea acestuia cu aju- 
torul pompei de vid. In vederea activarii 
factorilor de coagulare precipitaji ante- 
rior, to fiecare flacon se introduc 100 ml 
nfatfe apoasa de CaCfc care confine ioni 
de caldu to concentrate 5J0" J M si se 
face ajustarea /?H-ului la 4ft~7,0 cu o 
solujie apoasa de 2% Na2COs Cele 16 
flacoane cu suspensie calcica se aduna 
totr-un baloo oolector de 3 1, prin aspirare 
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cu ajutorul pompci dcvid, pentru a rezulta 
astfelosinguni serie de trombina. Pentru 
a grabi declangarea procesului de acti- 
vate se introduce in acest balon ca initiator 
de actuate, trombina uman2 sterilS dintr- 5 

0 serie anterior preparata (10 sticlufe 
resuspendate in 20 ml ser fiziologic). 
Pentru a ciea condiji i optime de activate 
§i de formate a trombinei, se introduce 
balonul in baie de termostatare, la 37°Q 10 
timpde 45 mitt Se introduce apoi balonul 

In termoctat la 20°C pentru continuarea 
procesului de activare §i a trombinei, 
?i dupa o ora §i 30 min se face controlul 
activity coagulante aJ trombinei la o 15 
dilute 1:256. Dup5 un timp variind intre 

1 h 30 min §i 2 h 30 mm, timpul de 
coagulate se Inscrie fn conditiile impuse 
(20...40 s). Balonul de trombiaS format 

se racegte la 0°C timp de 30 min. Se 20 
introduce apoi In vas cu gbea{a §i se 
fioleaza cite 2 ml suspensie trombina in 
sticluje tip penicilina. In timpul fiolarii 
se £ac 3...4 insamSnJari pe medii de 
cultura pentru controlul bacteriologies 25 

Se congeleaza sticlujele la -30°^ se 
liofilizeaza §i se face control bacterio 
logic al produsului liofilizat ji control 
al activitajii coagulante. 

Procedeul, conform inven(iei, pre- 30 
zinta urmatoarele avantaje: 

- permite o valorificare superioara a 
plasmei umane (din aceea§i unitate de 
materie prim 3 otyinAndu-se doua pro- 
duse diferite: fibrinogenul 91 trombina); 35 

- permite recuperarea controlata a 
precipitatului care confine factorii de 
coagulate ce ne intereseazi; 

- reducerea considerabila a timpului 



de lucru afectat procesului tehnologic 
prin: 

- asigurarea, cu ajutorul solujiei de 
CaCl2 a concentrate] optime de iom de 
calciu necesari desfSgurSrit procesului 
de coagulate; 

- stimularea ratei de reacjie prin 
introducerea de trombina sintetizata an- 
terior; 

- crearea pH-ului gi a condijiilor 
termice optime desfa§urarii procesului 
de coagulate. 

Revendicare 

Procedeu de objinere a trombinei 
umane sterile pentru uz clinic, prin di- 
luare, precipitare acid5, sedimentare, 
activate cu catalizatori, congelare gi 
liofilizare, caracterizat prin aceea ca, 
500 parji supernatant objinut de la sepa- 
rarea prin precipitare alcoolica a fibri- 
nogenului se dilueazS 1 : 9 in apa distila ti 
sterila, se precipita cu 105 pirti solutie 
apoasa de acid acetic l%o la pH = 5,3 
gi se lasa in repaus 24 h la temperatura 
de 4...8°C, se filtreaza sub vid, se centii- 
fugheazS dupS care paste precipitat se 
adauga 100 parji solutie apoasa CaCte 
5.Hr r M,seaducelapH = 6,8...7 gi se 
activeazS cu trombinS umanS sterilS 
dintr-o serie anterior preparata, la tem- 
peratura de 37°Q timp de 45 min, se 
men{ine la 20°C timp de 1 h 30 min.~2 
h 30 min, dupa care se fioleaza, se 
congeleaza la -30°C §i se liofilizeaza, 
parjile fiind exprimate in volume. 
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